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論文内容の要旨
1. はじめに
多くの陸上植物は微生物と共生することにより養分や水分の吸収効率を高めている。マメ科植物の根粒
共生では、植物根から分泌されるフラボノイドを根粒菌が受容し、 Nod 因子(リポオリゴキチンオリゴ糖)
を合成する。 Nod 因子を植物が受容すると、根粒共生に必須の共通共生経路(Commonsymbiosis 
pathway[CSP])によるシグナル伝達が起こる。根粒共生に重要な宿主遺伝子は CSP の下流にあり、感染、
根粒形成が開始する。近年、 Nod 因子を介さずに共生するマメ科植物 Aeschynomene 属の植物と
Braφwhizobium 属の根粒菌が発見され注目を集めている。根粒菌のゲノムには、根粒形成 (noのや窒素固
定例砂遺伝子などが集積した共生アイランドといわれる領域が存在するが、 Nod 因子を介さずに根粒共生
を開始する Bra砂rhizobium属細菌のゲ、ノムには、共生アイランドが存在せず、共生開始因子は不明である。
植物は、根粒菌以外にも多くの菌と共生しているが、その共生機構は不明な点が多い。そこで、本研究は、
非マメ科植物であるイネの共生細菌群集の制御する因子とその共生機構を明らかにすることを目的とし
た。
2. イネ遺伝型と地上部共生微生物群集
圃場におけるイネの品種および施肥窒素レベルの違いが共生細菌群集に与える影響を多型解析により
検討した。0η'zasativa japonica 型 5 品種と、 indica 型 4 品種、野生イネ 7 品種を高窒素施肥 (HN; 270 kgN/ha) 、
標準窒素施肥 (SN; 30 kgN/ha) 、無窒素施肥(LN)の圃場で栽培し、地上部及び根の細菌群集構造を ARISA
で分析し、多次元尺度法で解析した。その結果、細菌群集構造は、地上部では宿主遺伝型の影響をより強
く受け、根では窒素施肥量の影響をより強く受けることが明らかになった。
3. イネ日本晴とカサラスの地上部共生微生物群集の構造と機能
SN 圃場で栽培したjaponica型の日本晴(N)と indica型のカサラス(K)の地上部共生微生物の細菌群集構造
を比較した。両品種とも、綱レベルで、はA争haproteobacteria の相対存在比率が最も高く (N: 6 1.5%、 K: 57.8%) 、
次いで Actinobacteria (N: 20.l %、 K: 17.0%) であった。 Betaproteobacteria の相対存在比率は、 K で 1 1.7%
と高く、 N では 3.3%であった。属レベルでは、 Methylobacterium の相対存在比率が最も高かった(N: 34.7%、
K: 21 .2%)。したがって、 Betaproteobacteria 綱および Methylobacterium 属において日本晴(N)とカサラス(K)
の品種間差のあることが分かつた。
4. 16S rRNA 遺伝子配列長の植物共生微生物の群集構造解析における影響
16S rRNA 遺伝子の配列長が植物共生細菌相対存在比の系統解析精度に与える影響を検討するために、
16S rRNA 遺伝子の V1 ・V4 領域の配列とそれを切断して短くした配列 (250・570 塩基)を RDP(Ribosomal 
Database Project)や Blastn を用いて系統解析した。 RDP、 Blastn の両解析法おいて、科レベルの解析で、は、
250 塩基に切断した配列でも正しく系統が割り当てられたが、属レベルでは 300 塩基以下の配列では、正
しく割り当てられない配列が多く見られた。特に Bra砂rhizobium 属細菌の相対存在比の精度は 300 塩基以
下で劇的に低下した。
? ?円ペリ
5. イネ日本晴の根共生微生物群集の構造と機能
窒素施肥レベルがイネ根の共生細菌群集構造に及ぼす影響を調べるために、 LN， SN 区水田で栽培した
日本晴の根の細菌群集のメタゲノム解析を行った。 LN 区では、 Burkholderia， Bradyrhizobium, Methylosinus 
の相対存在比が増加していた。 LN 区の共生菌のメタゲノム配列からは Bra砂rhizobium 属細菌の m声と高
い相同性を示す配列が多く検出された。 Braφwhizobium 属細菌は、水稲根における代表的な窒素固定細菌
であると推測される。 IAA 合成酵素をコードする iaaMH、エチレン前駆物質 (ACC) を α ーケト酪酸とア
ンモニアに分解する酵素をコードする acdS も低窒素区のメタゲノム配列から有意に多く検出された。 LN
区では、植物生育促進細菌の割合が増加し、低窒素環境での植物の生育を支えていることを示唆していた。
6. 気温、 CO2濃度の上昇がイネ根の共生微生物群集構造に及ぼす影響
気温や大気中の CO2濃度の変化がイネ根の共生微生物群集構造に与える影響を調べるために、水田の田
面水を 2 0C 加温(加温区)、大気の CO2濃度を 200 ppm 上昇(C02 区)させた水田(農業環境技術研究所茨
城県)でイネ(コシヒカリ)を栽培し、移植後 40 目、 90 日の根共生細菌の群集構造解析を行った。 40 日
には、コントロールを含む全ての処理区で、 Betaproteobacteria 綱細菌の相対存在比が 75司85% と最も高かっ
たが、移植後 90 日には 10-45%に低下した。一方、 Bra砂rhizobium 属(とくに光合成 Bradyrhizobium 属近
縁細菌[PB グループ])やメタン酸化細菌である Methylosinus， Methylocystis 属の相対存在比が移植後 90 日
には増加した。移植後 40 日 ~90 日の聞に水田からの大量のメタン発生が観測されており、これがメタン
酸化細菌の相対存在比を上昇させたと推測できる。メタン酸化細菌の相対存在比は、加温処理により上昇
し、 CO2 処理により低下した。メタン発生量は、加温、 CO2 処理により増加することから、相対存在比は
メタン発生量以外の影響も強く受けていると考えられる。
7. 水田環境から分離された Braのゆizobium 属細菌のゲノム解析
LN 区では、 Bradyrhizobium 属細菌の PB グループ。(Bra砂rhizobium sp. ORS278 近縁細菌)の相対存在比の
上昇している。 PB グループ。は 1987 年に服部らが水田から分離した Bra砂rhizobium 01恕otrophicum
(Agromonas oligotrophica) S58 ~こ極めて近縁であったので、 S58 株のゲノム解析を行った。 S58 ゲノムは一
つ環状染色体 (8 ，264， 165 bp)からなり、 GC 含量は 65.1%で、あった。 S58 のゲノムは、 Aeschynomene 属植物
に Nod 因子を介さずに根粒を形成する Bradyrhizobium sp. ORS278 や BTAi1 のゲノムと高い相向性を示し
た。 S58 は土壌分離株であるため、根粒菌ではないと予想した。しかし、 ORS278 の根粒発達に関わる ndv
遺伝子 29 個中 27 個が S58 にも保存されていた。 ORS278 の窒素固定に関わる遺伝子は、 87 個中 84 個が
S58 に保存されていた。そこで S58 を Aeschynomene indiω に接種したところ、驚いたことに共生窒素固定
能を持つ根粒と茎粒が形成された。 S58 の近縁株 S42 ， S55 , S72, S80 も A. indica に根粒を形成した。 B.
jψonicum グループ。で、は共生アイランドのない土壌分離 S23321 株が、ダイズへの根粒形成能がないことが
知られている。しかし、 S58.0RS278 を含む PB グループ。で、は共生アイランドや nod 遺伝子がゲノム上に
存在せず、分離源が士壌であっても A. indica に根粒形成が見られた。したがって、 S58 近縁の PB クルー
プ細菌は、 Nod 因子を介さない A. indica 共生に必須な遺伝子を共通に持っと考えられる。
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8. OsCCaMK遺伝子が Bra砂rhizobium 属細菌の共生に与える影響
イネは CSP 遺伝子のホモログをもち、それらは菌根共生に必須である。その遺伝子のひとつで、ある
OsCCaMK tos 17 挿入イネ(日本晴)変異体の根の共生細菌の群集構造は、 Rhizobiales 目の相対存在比が野
生型イネより低くなることが報告されている。さらにイネ根に多く共生する PB グル一フ
を介さずに A. i的ndicωα に根粒共生することから、 PB 細菌が分泌する因子がイネの CSP 遺伝子ホモログのシ
グナル伝達を開始させて、共生するという作業仮説を立てた。そこで、本章で、は、 Bra砂rhizobium sp. ORS278 
の gusA 標識株を野生型イネ日本晴とその OsCCaMK変異体に接種し、接種菌のコロナイズの程度を比較
した。その結果、野生型イネは OsCCaMK変異体に比べ根表面が強く染色されたことから、 OsCCaMK は
ORS278 の共生を促進させる機能を果たしていると考えられる。
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論文審査結果の要旨
多くの陸上植物は微生物と共生することにより養分や水分の吸収効率を高めている場合が
あるが、その微生物の多様性、機能、宿主植物との相互作用については不明の点が多い。大
久保氏は、植物共生細菌群集を培養に依存しない方法で調べる方法論を構築し、非マメ科植
物であるイネの系統、窒素レベル、生育ステージが、イネ共生細菌群集の規定する主要な因
子であることを圃場実験で発見した口さらに、メタゲノム解析等により、ダイズ根粒菌と近
縁な低栄養 Braφ幼izobium 属、 Burkholderia 属細菌が低窒素環境における植物共生細菌として
生態的に重要な役割を担っていることを明らかにした。
特に、土壌 Bradyrhizobium 属の一部の分類群 PB clade メンバーが、イネ共生細菌や nod 遺
伝子を持っていないクサネム根粒菌に近縁なものが重要であると考え、土壌低栄養
Bra，砂rhizobium 属細菌の全ゲノム解析を行い、土壌窒素固定細菌および植物共生細菌としての
特徴を明らかにし、 Bra砂'rhizobium 属細菌のゲノム進化について重要な発見をした。最後に、
菌根菌共生を起こさないイネの共生共通シグナル伝達系 OsCCaMK 変異体を用いて、は、
Bra，砂rhizobium 属細菌とイネ根との相互作用に OsCCaMK が関与していることを接種実験系で
明らかにた。以上の研究成果は、原著論文 3編と総説 2編で発表されています。
以上の論文内容は、大久保卓氏が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識
を有することを示している。そこで、審査員一向、大久保卓氏提出の論文は，博士(生命科
学)の博士論文として合格と認めた。
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